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Ocena pracy doktorskiej
wykonanej przez Pana magistra Pawla Blaieja Rudnickiego-Velasquez
pt. ,,Opracowanie metod oznaczania wybranych zwigzkéw biologicznie aktywnych
z udziatem technik chromatogrsiicvnych i spektroskopowych
wspartych analica statystyczng”

w Pracowni Badan Luminescencyjnych, Wydziaiu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego
pod opieka:
Promotora - Pana dr hab. Karola Jana Krzyminskiego, profesora Uniwersytetu Gdanskiego

oraz Promotora pomocniczego — Pani dr hab. n. med. Magdaleny Jankowskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest monografia, do ktérej dotaczono trzy
artykuly naukowe (trzy prace oryginalne), opublikowane w latach 2017-2021
w renomowanych czasopismach z listy Journal Citation Reports ("Journal of Chromatography
B”, ,Blood Purification” oraz ,Luminescence”) o sumarycznym wspSlczynniku

oddziatlywania Impact Factor (IF) wynoszacym 6,979.

Oceniana rozprawa doktorska obejmuje 111 stron maszynopisu oraz dodatkowo
zalaczniki w postaci pemych tekstow opublikowanych prac naukowych obejmujacych
tematyk¢ doktoratu. Rozprawg przygotowano starannie i schludnie, zachowujac typowa dla

prac doktorskich strukturg uwzgledniajaca: czesé literaturows, cele pracy, materialy i metody,



wyniki i dyskusj¢ wynikow, wnioski, wykaz literatury naukowej oraz aneks zawierajacy
tabele z danymi. W formie dodatkowych rozdziatéw Pan magister przedstawit opis Swojego
dorobku naukowego oraz pelne teksty prac podejmujacych omawiang na kartach rozprawy
tematykg badawczg. Na uwagg zastuguje cz¢$¢ teoretyczna pracy, ktéra jest wielowatkowa

1 pozwala zauwazy¢, ze Doktorant posiada interdyscyplinarne zainteresowania.

Czg$¢ teoretyczna pracy obejmujgca 34 strony (ok. 1/3 rozprawy) stanowi przeglad
literatury naukowej obejmujgcej charakterystyke, wiaciwoéci chemiczne, fizykochemiczne i
znaczenie biologiczne badanych witamin: witaminy B1, B6, charakterystyke antywitaminy
BI (oksytiaminy), a takze zagadnienia zwigzane z awitaminoza, hiperwitaminoza
1 hipowitaminozg. Czg§¢ literaturowa obejmuje takze bardzo ciekawe zestawienie réznych
metod analitycznych stosowanych w detekcji witamin Bl i B6, ktére mogloby byé
wykorzystane w przygotowaniu kolejnej pracy — publikacji przegladowej. Bardzo cenne
sa zebrane tu informacje dotyczace typu stosowanych detektordw, rodzaju kolumn
chromatograficznych i stosowanych ukladéw rozwijajacych w analizie dwéch badanych
witamin.

Na kolejnych kartach rozprawy Doktorant charakteryzuje oksytiaming — antywitaming
Bl oraz sposoby detekcji tego zwiazku przy zastosowaniu nowoczesnych technik
analitycznych, a takze dwa typy leczenia nerkozastgpczego (hemodialize i dialize
otrzewnowa) 1 zastosowania analityczue procesu chemiluminescencii.

W moim odczuciu korzystna bytaby zmiana kolejnosci opisywanych zagadnien
1 przedstawienie problemow wynikajacych z dializoterapii na poczatku czgsci teoretycznej,
probleméw analitycznych - w dalszej czgsci pracy. Obecna struktura prowadzi czytelnika od

metod analitycznych, przez zaburzenia pracy nerek, ponownie do metod analitycznych.

Pismiennictwo w ocenianej pracy jest obszerne, obejmuje 115 pozycji literaturowych.
Lista uwzglednia zar6wno opracowania podr¢cznikowe, jak i prace oryginalne, opublikowane
w czasopismach o migdzynarodowym zasiggu, glownie anglojezyczne. W pracy (poza
aneksem) zamieszczono takze 18 rycin oraz 21 tabel prezentujacych zaréwno dane
literaturowe, jak i wyniki badan.

Czgs¢ doswiadczalna pracy (obejmujaca kolejne 49 stron) podzielona jest na
podrozdziaty:

-‘Materialy i metody’, ktéry poprawnie i bardzo doktadnie przedstawia zaréwno
aparatur¢ wykorzystang w badaniach, material badawczy, jak i zastosowane procedury

badawcze i testy statystyczne,



- *Wyniki i dyskusj¢’, pokazujace najwazniejsze osiggniecia wypracowane
W niniejszej pracy w §wietle dotychczas opublikowanych danych

- oraz ‘Wnioski’ podsumowujace wszystkie opisane rezultaty.

Pan mgr Pawel Blazej Rudnicki-Velasquez jasno przedstawia cele Swojej pracy - cheg¢
wykorzystania nowoczesnych metod analitycznych do okreslenia pozioméw witamin
B1iB6 we krwi i w dializatach pacjentow z niewydolnoécig filtracji klebuszkowej
1 dyskutuje podejmowane zadania z obecnym stanem wiedzy.

W dostgpnej literaturze weigz brakuje informacji na temat utraty witamin i innych
zwigzkéw rozpuszezalnych w wodzie podczas dializ, a okrelenie poziomu tych niezbednych
substancji jest takze trudnym wyzwaniem analitycznym ze wzgledu na koniecznoéé pracy
z probami o bogatej matrycy i niewielkich ilosciach oznaczanych zwigzkéw w materiale.

Do przeprowadzenia oznaczen zawartosci witamin i antywitaminy Doktorant wybral
wysokosprawng chromatografi¢ cieczows sprzezong z detektorem fluorescencyjnym.

Analizg ilo§ciows podjgto w celu wypracowania pewnych, szybkich, powtarzalnych
1 czulych warunkéw oznaczania witamin w wymienionym wyzej materiale biologicznym,
ktore moglyby w doktadniejszy sposéb wyjasni¢ procesy zachodzace podczas leczenia
narkozastgpczego.

Metodyka i wyniki badafi starowiacych podstawg rozprawy doktorskiej zostaly juz
ocenione przez recenzentéw czasopisma, w ktorym ukazaly si¢ prace i merytorycznie nie
budza zadnych zastrzezef. Nalezy zauwazy¢, iz zaplanowane przez Doktoranta oraz
Promotoréw pracy badania s3 kompleksowe, uwzgledniajace szeroki wachlarz odpowiednio
dobranych metod i z wykorzystaniem nowoczesnej aparatury. Swiadczy to o dobrym
przygotowaniu Doktoranta do pracy laboratoryjnej przez Promotora i Promotora
pomocniczego.

Czg$¢ analityczna pracy jest madrze zaplanowana i obejmuje szereg zagadnien
zwigzanych z opracowaniem nowych metod detekcji badanych zwigzkéw. Zdajac sobie
sprawg z trudu wlozonego w wypracowanie opisanych wynikéw, chciatam podkresli¢ duza
warto$¢ wynikoéw optymalizacji procesu oznaczania zawarto$ci witamin B1 i B6 w materiale
biologicznym wykonang przez Doktoranta i Wspotautoréw, a w szczegélnoéci badania profilu
kinetycznego przeksztatcania ThDP we fluoryzujacg pochodna, ktére mogly przelozy¢ sig na
zwigkszenie czulodci oznaczen, studium nad wprowadzeniem do probki odczynnika °
redukujgcego — ditiotreitolu w celu poprawienia stabilnoéci probek, opracowanie kompozycji

buforow jako dodatkéw do fazy rozwijajacej w celu poprawienia rozdzielczosci pikéw,



doboru dlugosci fali do detekcji zwiazkéw, opracowanie kompozycji ukladow
rozdzielajagcych (np. do detekcji oksytiaminy, tiaminy i jej estréw) oraz opracowanie
metodyki oznaczania aktywnoéci przeciwutleniajacej z wykorzystaniem soli akrydyniowych

1 metod chemiluminogennych. Na kartach pracy Doktorant przedstawia takze szereg
parametrow walidacyjnych (s.54) dla zaplanowanej metodyki, co potwierdza poprawne

1 doglgbne walidowanie zaproponowanych metod oznaczania. Otrzymywane czasy retencji
badanych zwigzkéw sg bardzo krotkie, co umozliwia prowadzenie wielu analiz w krotkim
czasie 1 przez to niewielkie zuzycie rozpuszczalnikow.

Ponadto Pan magister opisuje wyniki identyfikacji badanych witamin przy pomocy
spektrometru mas — analizuje poprawnie typy fragmentacji zwigzkéw, posiada wiedzg
dotyczaca okreslania parametrow pracy spektrometru i opracowuje wartosci energii zderzen

1 przejs$¢ MRM, co potwierdza Jego kompetencje w pracy z nowoczesnymi narz¢dziami
analitycznymi.

Na uwage zastuguje fakt, iz wykonane badania (po uzyskaniu zgody Niezaleznej
Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym) przeprowadzono na bardzo duzej i dobrze dobranej grupie pacjentow,
wykorzystujac materiat biologiczny puochodzacy od 50 pacjentéow poddawanych hemodializie

oraz 41 pacjentow dializowanych dooirzewnowo, z uwzglgdnieniem grupy kontrolne;.

Na podkreslenie zasluguje aplikacyjnos¢ prowadzonych badan. Przeprowadzona
szczegdtowa optymalizacja oznaczen opisana na kartach dysertacji stanowi alternatywe dla
wykorzystywanych dotychczas testow. Wyniki analizy statystycznej potwierdzajg
rownocenno$¢ wynikow otrzymanych przy uzyciu dotychczas stosowanej metodyki oraz
testow opisanych w pracy doktorskiej, przy jednoczesnej nizszej kosztochtonnos$ci nowe;j

metodyki.

Mimo braku jednoznacznych wynikéw analizy statystycznej, bardzo ciekawe sg
wyniki wstegpne, ktore zwracaja uwage na fakt, 1z typ stosowanych membran i czas trwania
dializy moze by¢ powigzany ze stopniem ubytku aktywnej formy tiaminy podczas
pojedynczej sesji hemodializy. Mam nadziejg, ze te wyniki stanowig tylko poczatek
w dalszych badaniach dotyczacych podjetego tematu badawczego.

Majac na uwadze stale utrzymujacg si¢ bardzo wysoka liczbg pacjentéw poddawanych
hemodializie i dializie otrzewnowej nurt badan, w ktore wpisuje si¢ dysertacja Pana mgr

Pawla Blazeja Rudnickiego-Velasquez jest aktualny. W raporcie wykonanym na podstawie



Polskiego Rejestru Nefrologicznego (PRN) czytamy, ze w 2020 roku w Polsce dializowano
lacznie 19647 pacjentéw, z czego 18847 metods hemodializy, a 800 metodg dializy
otrzewnowej. Mimo, iz liczba ta delikatnie maleje razem ze wzrostem liczby
przeszezepianych organéw, dysfunkcje pracy nerek stanowig wcigz bardzo istotny problem
terapeutyczny.

W tym kontekscie przeprowadzone badania sy bardzo wazne. Podejmuja one aktualng
tematykg. Praca pt. On the use of acridinium indicators for the chemiluminescent
determination of the total antioxidant capacity of dietary supplements” z 2019 posiada juz 6
cytowan, a praca “Thiamine Diphosphate Status and Dialysis-Related Losses in End-Stage

Kidney Disease Patients Treated with Hemodialysis” z 2017 roku — osiem cytowan.

W tym miejscu chcialam wspomnieé, ze Pan magister Pawel Btazej Rudnicki-
Velasquez posiada bardzo cenny dorobek ponad prace dolaczone do dysertacji doktorskiej, a
mianowicie trzy kolejne publikacje w czasopismach z IF o sumarycznej wartosci 8,965
punktow, kolejne 13 prac/rozdziatéow spoza listy MEIN, 13 komunikatéw konferencyjnych i
az 15 plakatéw konferencyjnych, co $wiadczy o bardzo duzej naukowej aktywnosci
Doktoranta. Pan magister posiada w Swoim Curriculum vitae dwa staze i seminarium
naukowe, a takze wykonawstwo prac zleconych w  dwéch projektach naukowych
finansowanych ze §rodkéw Narodowego Cenitrum Nauki.,

Wybbr specjalistycznych czasopism $wiadczy o innowacyjnosci i istotnej wartosci
poznawczej prezentowanych wynikéw badan, dobrze dobranej tematyce oraz uznanym
warsztacie badawczym.

Mam nadziejg, ze w przysztych pracach Pan magister bedzie mogt pemic¢ rolg osoby piszace;

publikacje oraz korespondujgce;j z redakcja czasopism naukowych.

Z obowigzku recenzenta pragne wskazaé kilka niedociagnig¢, ktére napotkalam
podczas recenzowania pracy doktorskiej. Pragne jednak podkresli¢, iz nie maja one wplywu
na catkowita bardzo wysoka oceng merytoryczna rozprawy:

1. Na kartach pracy zauwazy¢ mozna drobne biedy edytorskie i bledy stylistyczne, co
jest nieuniknione podczas pracy z tak obszernym tekstem.

2. Rozdziat 1.4. dotyczacy hipo- i hiperwitaminozy mogiby by¢ bardziej rozwinigty,
aby bardziej podkreslié role wybranych witamin w organizmie i konieczno$é badania ich

poziomu.



3. W przysztych polskojezycznych pracach naukowych prosz¢ stosowaé termin
‘rozdzielanie chromatograficzne’ zamiast ‘rozdziat chromatograficzny’

4. Na kartach pracy (s.52) czytamy, iz dodatek ditiotreitolu zwigkszat stabilnos¢
probek, ktore zachowywaly niezmienione parametry emisyjne do 24 godzin przy ich
przechowywaniu w ciemnym miejscu w temperaturze 4 °C. Wobec powyzszego, chciatam
serdecznie prosi¢ o komentarz dotyczacy sposobu nastrzyku probek. Czy podobne warunki
udawato si¢ utrzymaé¢ po wlozeniu probek do autosamplera? Jak w tym $wietle wygladata
analiza chromatograficzna. Serdecznie prosz¢ o komentarz.

5. Czy Doktorant planuje prowadzi¢ dalsze badania zawarto$ci kolejnych witamin
u pacjentow poddawanych dializie? Do jakich jeszcze oznaczen moglyby by¢ wykorzystane
stosowane techniki?

6. Jak sprawdzala si¢ technika UHPLC w analizie materialu biologicznego. Czy
fillrowanie i1 wirowanie probek byly wystarczajagco skuteczne aby prowadzi¢ analizeg

chromatograficzng na kolumnach o tak niewielkim ziarnie przy statym ci$nieniu?

Podsumowujac, rozprawe doktorska Pana mgr Pawla Blazeja Rudnickiego-Velasquez
oceniam od strony merytorycznej bardzo wysoko. Zarowno tre$¢ rozprawy doktorskiej oraz
jakos¢ zalaczonych publikacji naukowych (ktore byly poddane juz wczesniejszej ocenie
edytorow i recenzentow) $wiadczy o bardzo dobrym warsztacie przekazanym Doktorantowi
przez Promotoréw, o przygotowaniu teoretycznym i manualnym Doktoranta, umiejetnosci
organizowania pracy badawczej oraz planowania i rozwigzywania zagadnien naukowych.
Podkreslajac, ze badania prezentuja wysoki poziom naukowy, dostarczaja nowych
istotnych danych wplywajacych na rozwdj dyscypliny, maja charakter nowatorski

i wykazuja potencjal do praktycznego wykorzystania, wnioskuje o wyrdéznienie

rozprawy doktorskiej.

Wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu Gdanskiego prosbe o dalsze
procedowanie zmierzajgce do nadania mgr Pawlowi Btazejowi Rudnickiemu-Velasquez

stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie

Magoue bl - lod.

dr hab. n. farm. Wirginia Kukuta-Koch,

nauki chemiczne.

profesor Uniwersytetu Medycznego w Lublinie

Dr hab. n. farm
Wirginia Kukuia-Koch
Profesor Uczeini
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